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Precede de traitement d' une matiere premiere lactoserique 



L' invention a trait a un precede de traitement d'une matiere premiere lactoserique 
contenant le glycomacropeptide ou caseinoglycomacropeptide (ci-apres GMP), 
dans le but d'en separer le dit GMP. 

Le GMP est un macropeptide phosphoryle et partiellement sialyle qui est forme 
par Taction d'une protease, par exemple la presure sur la kappa-caseine du lait des 
mammiferes. II represente environ 20 % en poids des proteines du lactoserum 
doux obtenu apres separation de la caseine lors de la fabrication de fromages. 

On connait un procede de fabrication de GMP au niveau du laboratoire consistant 
a traiter une matiere premiere d'origine lactique, telle que par exemple une caseine 
acide ou un caseinate, hydrolyses par la presure ou encore un lactoserum doux de 
fromagerie demineralise et delactose, par T acide trichloracetique de maniere a 
precipiter les proteines, puis a recueillir le sumageant, a le dialyser et enfin a 
secher le dialysat. Un tel procede n'est pas industriel. 

Un procede de production de GMP a Techelle industrielle, decrit dans 
EP-A- 0488589 consiste a traiter un produit lactoserique par echange dMons, a 
recueillir la fraction n'ayant pas ete adsorbee, a la concentrer et a la demineraliser 
par ultrafiltration, diafiltration et le cas echeant osmose inverse et a recueillir le 
GMP. 

Un procede de production d'une fraction proteique de lactoserum est decrit dans 
UK-A-2 188526. Celui-ci consiste a traiter un produit laitier par une resine 
anionique forte, dans des conditions telles que les proteines et certains peptides de 
la matiere traitee sont adsorbes sur la resine de maniere non- selective sous forme 
de complexes. De tels complexes sont difficiles a eluer ensuite de la resine. L'eluat 
se caracterise par la formation d'un gel ferme a pH inferieur a 4,5 et a la 
temperature ambiante une fois mis en suspension dans Teau. La fraction proteique 
peut etre utilisee dans des boissons du genre des "milk-shake" et dans des 
mousses-desserts. 
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Le but de Tinvention est la separation selective du GMP des autres composants 
des matieres lactoseriques en une simple operation a I'echelle industrielle avec 
rendement eleve. 



5 L'invention conceme done un procede de traitement par echange d'ions d'une 

matiere premiere lactoserique liquide contenant du GMP, dans le but de recueillir 
d'une part un produit lactoserique utilisable comme source de proteine et d' autre 
part le GMP SOUS forme purifiee, caracterise par le fait qu'il comprend les etapes 
suivantes: 

10 i) Le cas echeant, ajustement du pH de la matiere premiere lactoserique liquide a 
une valeur de 1 a 4,3, 

ii) Mise en contact du dit liquide avec une resine anionique faible de maniere 
predominate sous forme alcaline jusqu'a un pH stabilise de 4,5-5,5, 

iii) Separation de la resine et du produit lactoserique liquide que Ton recueille et 
15 iv) Desorption du GMP de la resine. 

Comme matiere premiere lactoserique, on pent utiliser dans le procede selon 
rinvention tout produit ou sous-produit contenant le GMP. On peut citer a titre 
indicatif: 

20 - le lactoserum doux obtenu apres separation de la caseitie coagulee par la presure, 

- un lactoserum doux ou un tel lactoserum plus ou moins demineralise par exemple 
par electrodialyse, echange d'ions, osmose inverse, electrodeionisation ou une 
combinaison de ces procedes, 

- un concentrat de lactoserum doux, 

25 - un concentrat de lactoserum doux plus ou moins demineralise par exemple par 
electrodialyse, echange d'ions, osmose inverse, electrodeionisation ou une 
combinaison de ces procedes, 

- un concentrat de proteines de lactoserum doux fortement delactose obtenu par 
exemple par ultrafiltration, puis diafiltration (ultrafiltration avec lavage),. 

30 - les eaux-meres de cristallisation du lactose a partir d'un lactoserum doux, 

- un permeat d'ultrafiltration d'un lactoserum doux, 

- le produit de Thydrolyse par une protease d'une caseine native obtenue par 
precipitation acide du lait ecreme par un acide mineral ou par acidification 
biologique, le cas echeant avec addition d'ions calcium, 

35 - le produit de Thydrolyse d'un caseinate par une protease. 
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Une matiere lactoserique preferee est un lactoserum doux de fromagerie 
preconcentre, de preference a 10-23 % en poids et decationise ou completement 
deionise. 

5 Une autre matiere lactoserique de choix est un concentrat de proteines de 
lactoserum doux delactose et decatione. 

Ces matieres lactoseriques peuvent se presenter sous forme liquide ou sous forme 
de poudre et dans ce dernier cas on les met en dispersion dans Teau, de preference 
10 demineralisee en vue de leur traitement ulterieur. 

Ces matieres lactoseriques peuvent provenir de lait de ruminant tel que vache 
chevre, brebis ou bufflesse. 

15 Selon un premier mode de realisation du procede, on met la matiere lactoserique 
liquide en presence de resine anionique faible dans un reacteur sous agitation 
moderee a une temperature < 50° C, de preference comprise entre 0 et IS"" C. 
L'agitation doit etre juste necessaire a la fluidisation du lit de resine. Celle-ci pent 
etre produite par exemple par un agitateur ou, de preference par T introduction 

20 d'un courant de fluide, par exemple d'air ou d'azote sous pression par le bas du 
reacteur. 

On peut utiliser toute resine echangeuse d' anions faiblement basique sous forme 
de gel, macroporeuse ou macroreticulee, de preference polystyrenique ou 

25 polyacrylique, particulierement a base de copolymere polystyrene divinylbenzene 
et de preference macroreticulee pour des raisons de resistance aux chocs 
osmotiques. Les groupes actifs sont generalement des amines de primaire a 
tertiaire. Une telle resine doit etre de fa^on predominante sous forme alcaline 
(qualifiee ci-apres de forme OH*) et done ses sites actifs doivent avoir ete 

30 regeneres de preference en grande partie sous cette forme. 

Pendant cette mise en contact, les sites actifs de la resine sont echanges contre des 
molecules de GMP, ce qui produit une augmentation progressive du pH du liquide 
traite, jusqu'a une valeur finale de 4,5-5,5, La duree de Toperation et les quantites 
35 respectives de resine et de liquide traite sont choisies en fonction de la 

composition du produit de depart et de la quantite de GMP desiree. Cette 
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operation dure de 1 a 10 h, par exemple environ 4 h. Les proportions respectives 
de resine et de liquide a traiter peuvent varier grandement et sont, en volume de 
1 : 1 a 1 :30 et de preference de 1 : 1 a 1 : 1 0. 

5 Selon un autre mode de realisation, on peut percoler le liquide dans une colonne 
remplie de la resine, en recueillir le liquide traite et recuperer le GMP adsorbe sur 
la resine par elution. On peut pour ce faire proceder en continu ou en semi- 
continu, par exemple en extrayant la resine saturee de la colonne a contre-courant 
et en la rempla9ant par de la resine fraichement regeneree. 

10 

On peut combiner les modes de realisation precedents, en reacteur et en colonne, 
par exemple en utilisant un dispositif mixte dont la partie superieure est un 
reacteur muni de moyens d' agitation ou de production d'un lit fluidise contenant la 
resine, separe par une grille ou un filtre d'une partie inferieure constituee d'une 
15 colonne ou Ton peut realiser en fm de traitement la recuperation de la resine, par 
exemple par decantation, le soutirage du liquide traite. 

Le liquide ainsi traite peut etre concentre, par exemple par evaporation, puis seche, 
par exemple par pulverisation dans une tour de sechage. 

20 - , 

La poudre ainsi obtenue sert avantageusement de matiere premiere proteique dans 
la preparation des produits infantiles et est remarquable du fait de son profil en 
acides amines souhaites, son aminogramme montrant un appauvrissement en 
threonine et un enrichissement en acides amines aromatiques, tels que le 

25 tryptophane. 

Pour en separer le GMP, on traite d'abord la resine par lavage, par exemple avec 
de I'eau demineralisee, puis le cas echeant avec une solution saline diluee ou une 
solution acide diluee et on la rince a Teau demineralisee. La desorption 

30 proprement dite du GMP a lieu avec une solution aqueuse d' acide, de base ou de 
sel, de preference avec une solution aqueuse basique, par exemple de NaOH ou 
KOH, avantageusement de concentration < 8 %, suivie d'un lavage a Teau 
demineralisee. De cette maniere, la resine est regeneree par la meme occasion. On 
joint ensuite I'eluat et les eaux de lavage, puis on les demineralise, par exemple 

35 par ultrafiltration ou nanofiltration sur membrane de zone de coupure moyenne 
environ 3000 dalton et on seche le retentat, par exemple par lyophilisation. 
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Le GMP ainsi obtenu est sensiblement exempt de matiere grasse et de lactose et 
pauvre en proteines de lactoserum. 

11 contient de preference, en poids: 
5 < 1 % de matiere grasse, 

< 0,2 % de lactose et 

< 3 % de proteines vraies de lactoserum. 

Le GMP pent etre utilise dans ses applications connues, par exemple pour ses 
10 proprietes biologiques dans des compositions pharmaceutiques orales, parenterales 
ou sous-cutanees comme agent anti-thrombotique, anti-diarrheique ou anti- 
bacterien ou de preference comme agent anti-plaque et anti-carie dans des 
compositions d'hygiene dentaire, ou encore dans des aliments, par exemple des 
produits de confiserie pour ses proprietes anti-plaque et anti-carie, pour ses 
15 proprietes fonctionnelles d'agent emulsifiant, gelifiant ou moussant ou pour ses 
proprietes dietetiques, par exemple dans des compositions infantiles anti- 
phenylcetonurie du fait qu'il ne contient pas de phenylalanine. 

Les exemples ci-apres illustrent 1' invention, ainsi que la figure 1 du dessin, 
20 montrant, de maniere schematique et a titre non-limitatif, un dispositif prefere de 
mise en oeuvre. Dans les exemples, les parties et pourcentages sont ponderaux 
sauf indication contraire. 

Exemple 1 

25 

Pour le traitement, on utilise le reacteur 1 constitue dans sa partie superieure d'une 
cuve principale 2 communiquant dans sa partie inferieure avec un compartiment 3 
de diametre plus faible que celui de la cuve 2. La cuve 2 est pourvue d'un conduit 
d'amenee de liquide de rinyage 4, d'une amenee de gaz sous pression 5, d'une 
30 soupape de securite 6 permettant de reguler la pression de gaz dans le reacteur 1 . 
A un niveau voisin de sa base la cuve 2 est pourvue d'une crepine 7 et d'un 
conduit de soutirage de liquide 8. 

Au niveau du compartiment 3, le reacteur est muni d'un pH-metre 9, d'une 
35 amenee de gaz 10 et communique par une vanne a trois voies 1 1 avec un conduit 

12 d' amenee de liquide a traiter et un conduit d' evacuation 13 pour le liquide 
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traite. A la base le compartiment 3 est pourvu d'une grille ou d'une plaque 
perforce 14 dont le role est de recueillir les billes de resine 15. En dessous de la 
grille 14, un conduit 16 de soutirage amene le liquide par I'intermediaire de la 
pompe 17 vers la cuve tampon 18 munie d'un dispositif de controle de niveau 19 
et dela vers le conduit 20 par I'intermediaire de la pompe 21, Le conduit 20 est 
relie soit au conduit 12, soit au trop-plein d' evacuation 22. 

On disperse un concentrat de proteines de lactoserum doux bovin, traite de 
maniere classique par electrodialyse et decatione sur resine cationique forte, dans 
de I'eau deionisee de sorte que la solution ait une teneur en matiere seche de 
7,5 %. 



Le concentrat a la composition ci-apres: 





% 


Proteines (GMP inclus) 


76 


Lactose 


4,8 


Cendres 


2,5 


Lipides 


8 


Eau 


complement a 100 



Par le conduit 12, on transfere 1 10 kg de la dispersion, de pH initial 4,25, a la 
temperature de 12° C dans le reacteur 1 par la base duquel on introduit de I'air en 
barbottage au niveau du compartiment 3, par I'amenee 10 par I'intermediaire 
d'une vanne de non retour 23, de maniere a creer un lit fluidise de billes de resine 
15 comprenant 23 kg de resine anionique faible (IMAC HP 661^^\ Rohm & Haas, 
regeneree sous forme OH"). Les billes de resine 15 sont agitees pendant 4 h au 
contact de la dispersion du fait de la turbulence creee par la fluidisation. On 
controle constamment le pH au moyen du pH-metre 9. La stabilisation du pH a 
5,08 indique la fm de la reaction. On coupe alors I'arrivee d'air en 10 et on 
introduit de I'air par le haut du reacteur en 5 au dessus du niveau 24 de liquide, ce 
qui a pour effet de pousser le liquide et de decanter les billes de resine dans la 
partie inferieure 3 du reacteur 2 oii elles sont retenues par la grille 14. On soutire le 
liquide traite par gravite par le conduit 8 et par le conduit 16 par I'intermediaire de 
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la pompe 17 vers la cuve tampon 18 et on I'evacue par le conduit 20 au moyen de 
la pompe 2 let dela vers la sortie par les conduits 12 et 13. 

Apres concentration du liquide a 28 % de matieres seches par evaporation, on 
5 seche le concentrat par pulverisation dans une tour de sechage (ces operations 
n'etant pas representees). 

Une analyse du concentrat par chromatographic liquide a haute performance 
(HPLC) montre que la reaction a enleve 91 % du GMP de depart. Par ailleurs, la 
10 poudre contient 95 % des proteines de lactoserum de depart. 

Pour recueillir le GMP, on lave le reacteur et la resine avec de I'eau deionisee 
depuis le conduit 25 et la vanne 26, puis le conduit 4 a travers le reacteur jusqu' a 
la sortie par les conduits 12 et 13. Par le meme circuit, on elue le GMP avec deux 

15 fois 40 1 de solution aqueuse a 2 % de NaOH distribuee par le conduit 27 et la 
vanne 28 et on rince avec 30 1 d'eau deionisee. Apres avoir joint les volumes 
d'eluat et de rin9age, on concentre Tensemble a un volume de 25 1 par 
ultrafiltration ou nanofiltration avec une membrane de coupure nominale de 3,000 
dalton, puis Ton seche le retentat par lyophilisation (ces operations n'etant pas 

20 representees) et Ton obtient 750 g de GMP, ce qui correspond a un rendement de 
82 % par rapport au GMP de depart. 

Periodiquement, la resine subit une regeneration acide apres la regeneration 
alcaline une fois que Ton a traite I'equivalent de 10 volumes de lit de resine. Pour 

25 ce faire, apres Telution du GMP par la solution alcaline tel que decrit 

precedemment, on amene une solution aqueuse concentree de HCl par le conduit 
29 et la vanne 30, respectivement 25 pour Teau. La resine est ensuite mise sous 
forme OH' par passage d'une solution aqueuse concentree de NaOH depuis les 
conduits 27, respectivement 25 pour I'eau, puis 4, et sort ensuite du reacteur 1 par 

30 le conduit 16, est repris par la pompe 17 vers la cuve tampon 1 8, puis par la pompe 
21 et evacue par le conduit 20 et le trop-plein 22 vers le traitement des effluents. A 
la suite de cette operation, la resine est prete pour un autre cycle de traitement. 
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Exemple 2 

On utilise un lactoserum doux bovin, prealablement concentre a 17 % de matiere 
5 seche, puis demineralise par electrodialyse, decatione sur colonne de resine 

cationique forte, desanione sur colonne de resine anionique faible et seche par 
pulverisation en tour de sechage, de composition indiquee ci-apres: 





% 


Proteines (GMP inclus) 


11,7 


Lactose 


81,7 


Cendres 


1 


Lipides 


1 


Eau 


complement a 100 



10 

On solubilise cette poudre de lactoserum demineralisee dans de Teau deionisee et 
la solution a un pH initial de 3,8. Dans I'installation precedente, on traite 392 kg 
de cette solution a la temperature de 8° C en Tagitant dans le reacteur en presence 
de 23 kg de resine anionique faible (IMAC HP 661^^^ , Rohm & Haas, regeneree 
15 sous forme OH") pendant 4 h. La stabilisation du pH a 4,89 indique la fm de la 

reaction. On soutire alors le liquide et on recueille la resine comme precedemment. 
Apres concentration du liquide a 28 % de matieres seches par evaporation, on 
seche le concentrat par pulverisation dans une tour de sechage. 

20 Une analyse du concentrat par HPLC montre que la reaction a enleve 89 % du 

GMP de depart. Par ailleurs, la poudre contient 9,1 % de proteines de lactoserum, 
ce qui correspond a un rendement de 90 % des proteines de lactosemm. 

Pour recueillir le GMP, on lave la resine successivement avec de Teau deionisee, 
25 avec 30 1 d'une solution aqueuse a 0,5 % de HCl et avec 30 1 d'eau deionisee, puis 
on elue le GMP avec deux fois 40 1 de solution aqueuse a 2 % de NaOH et on 
rince avec 30 1 d'eau desionisee. Apres avoir joint les volumes d'eluat et de 
rin9age, on concentre I'ensemble a un volume de 25 1 par ultrafiltration avec une 
membrane de coupure nominale de 3.000 dalton, puis Ton seche le retentat par 



lyophilisation et I'on obtient 900 g de GMP, ce qui correspond a un rendement de 
80 % par rapport au GMP de depart. 

Exemple 3 

On part d'un lactoserum doux, preconcentre a 18 % de matiere seche, decatione 
par traitement sur une colonne de resine cationique forte, dont le pH initial est 
1,09. 

Dans I'installation precedente, on traite 70 kg de ce lactoserum a la temperature de 
25° C en I'agitant dans le reacteur en presence de 14 kg de resine anionique faible 
(IRA 96^^^ , Rohm & Haas, regeneree sous forme OH") pendant 4 h. L'agitation se 
fait par creation d'un lit fluidise de billes de resine avec barbottage d'azote. La 
stabilisation du pH a 4,79 indique la fm de la reaction. On separe alors le liquide 
de la resine comme precedemment. Apres concentration du liquide a 28 % de 
matieres seches par evaporation, on seche le concentrat par pulverisation dans une 
tour de sechage. 

Une analyse de la poudre par HPLC montre que la reaction a enleve 85 % du GMP 
de depart. Par ailleurs, la poudre contient 9,2 % des proteines de lactoserum, ce 
qui correspond a un rendement de 90 % des proteines de lactoserum. 

Pour recueillir le GMP, on lave la resine successivement avec de I'eau deionisee, 
avec 50 1 d'une solution aqueuse a 0,05 % de NaCl et deux fois 50 1 d'eau 
deionisee, puis on elue le GMP avec deux fois 25 1 de solution aqueuse a 2 % de 
NaOH et on rince avec 10 1 d'eau deionisee. Apres avoir joint les volumes d'eluat 
et de rin9age, on concentre I'ensemble a un volume de 25 1 par ultrafiltration avec 
une membrane de coupure nominale de 3.000 dalton, puis Ton seche le retentat par 
lyophilisation et I'on obtient 175 g de GMP, ce qui correspond a un rendement de 
80 % par rapport au GMP de depart. 

Exemple 4 

On percole 3,5 1 de lactoserum doux preconcentre a 20 % de matiere seche, 
decatione sur colonne de resine cationique forte et de pH 1 ,09 a travers une 
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colonne contenant 450 ml de resine anionique faible (IMAC HP 66 1^'^^ , Rohm & 
Haas), a raison de 2 volumes de lit/h. 

On recueille 1' equivalent de 4 volumes de lit, constituant 4 fractions egales de pH 
allant de 6 a 3 et dont la quantite de GMP enleve va de 50 a 9 % (evalue par 
HPLC). Apres reunion des 4 fractions, on obtient une solution de pH 4,5 dans 
laquelle 25 % du GPM a ete enleve (par rapport a la matiere lactoserique de 
depart). 



10 



Pour recueillir le GMP, on procede comme a I'exemple 1 et on obtient des 
resultats equivalents quant a la purete du GMP. 
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Revendications 

1. Precede de traitement par echange d'ions d'une matiere premiere lactoserique 
liquide contenant du GMP, dans le but de recueillir d'une part un produit 
lactoserique utilisable comme source de proteine et d'autre part le GMP sous 
forme purifiee, caracterise par le fait qu'il comprend les etapes suivantes: 

1) Le cas echeant, ajustement du pH de la matiere premiere lactoserique liquide a 
une valeur de 1 a 4,3, 

ii) Mise en contact du dit liquide avec une resine anionique faible de maniere 
predominante sous forme alcaline jusqu'a un pH stabilise de 4,5-5,5, 

iii) Separation de la resine et du produit lactoserique liquide que Ton recueille et 

iv) Desorption du GMP de la resine. 

2) Precede selon la revendication 1, caracterise par le fait que la matiere 
lactoserique est un lactoserum doux de fromagerie preconcentre, de preference a 
10-23 % en poids et decatione ou completement deionise. 

3) Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que la matiere premiere 
lactoserique est un concentrat de proteines de lactoserum doux delactose et 
decatione. 

4) Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que I'on met la matiere 
premiere lactoserique liquide en presence de resine anionique faible de maniere 
predominante sous forme alcaline dans un reacteur sous agitation moderee a une 
temperature < 50° C, de preference comprise entre 0 et 15° C, pendant une a 
plusieurs heures, ce qui produit une augmentation progressive du pH du liquide 
traite, jusqu'a une valeur finale de 4,5-5,5, puis que I'on separe le liquide de la 
resine par filtration ou centrifugation. 

5) Procede selon la revendication 4, caracterise par le fait que I'on utilise toute 
resine echangeuse d' anions faiblement basique sous forme de gel, macroporeuse 
ou macroreticulee. 

6) Procede selon la revendication 4, caracterise par le fait que I'on concentre le 
liquide ainsi traite, notamment par evaporation, puis qu'on le seche, notamment 
par pulverisation dans une tour de sechage. 
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7) Precede selon la revendication 1, caracterise par le fait que, pour en separer le 
GMP sous forme purifiee, on traite d'abord la resine par lavage, puis on desorbe le 
GMP avec une solution aqueuse acide, basique ou saline, notamment de NaOH ou 
KOH, de concentration < 8 %, on la rince a Teau demineralisee, on joint ensuite 
Teluat et les eaux de rin9age, puis on les demineralise, notamment par 
ultrafiltration ou nanofiltration sur membrane de zone de coupure moyenne 
environ 3000 dalton et que Ton seche le retentat, notamment par lyophilisation. 

8) Utilisation du produit lactoserique obtenu par le procede selon Tune des 
revendications 1 a 6 comme matiere premiere proteique dans la preparation des 
produits infantiles et dietetiques conduisant a un profil en acides amines 
caracterise par un appauvrissement en threonine et un enrichissement en acides 
amines aromatiques, notamment en tryptophane. 

9) Utilisation du GMP purifie obtenu par le procede selon la revendication 7 dans 
des compositions pharmaceutiques comme agent anti-thrombotique, anti- 
diarrheique ou anti-bacterien ou encore dans des aliments, notamment des produits 
de confiserie pour ses proprietes anti-plaque et anti-carie, pour ses proprietes 
fonctionnelles d'agent emulsifiant, gelifiant ou moussant ou pour ses proprietes 
dietetiques, notamment dans des compositions infantiles. 

10 ) Utilisation du GMP purifie obtenu par le procede selon la revendication 7 
comme agent anti-plaque et anti-carie dans des compositions d'hygiene dentaire. 
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Un precede industriel simple d'echange d'ions consiste a trailer une matiere 
premiere lactoserique contenant le glycomacropeptide en presence d'une resine 
anionique faible de maniere a obtenir un produit lactoserique ameliore utilisable en 
alimentation et le dit glycomacropeptide qui est adsorbe selectivement sur la 
10 resine, puis elue de la dite resine. 
Figure 1. 



